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本课题组从 14 个深海沉积物样品中共分离得到 22 株 16S rDNA 高度同源的
链霉菌菌株，其盐依赖性生长和细胞脂肪酸组分特征暗示其为海洋放线菌。本文
使用 16S rDNA、多基因位点序列分析（MLSA 分析）和 BOX-PCR 指纹图谱对
该群放线菌进行了精细的聚类分析，将其分为三簇，对这三簇菌株的培养特征和
抗菌活性等进行了研究，并从中找到一株潜在的新种。 
DNA 硫修饰是在变铅青链霉菌中首次发现的一种 DNA 骨架上的生理修饰，
硫修饰的 DNA 在普通电泳或高压脉冲电泳过程中容易降解（Dnd 表型）。大量
的海洋环境 DNA 序列分析结果显示硫修饰可能在海洋微生物中有广泛的分布。
本文对自主分离的 86 株深海放线菌和 157 株红树林放线菌进行筛选，共获得 17
株具有 dnd 基因和存在 Dnd 降解现象表型的菌株，分属于链霉菌属的 9 个种和
拟诺卡氏属的 1 个种。 
根据 dndC 基因的序列相似性，克隆了禾粟链霉菌、厦门链霉菌、南极洲拟
诺卡氏菌三株菌株的 dnd 基因簇。对获得的基因簇和其编码的蛋白序列进行了分




研究海洋微生物 DNA 硫修饰现象打下了良好的基础。 
 


















As long-term living in deep-sea extreme environments with low-temperature, 
high pressure and darkness, the deep-sea micro-organisms may form a very unique  
genotype and metabolic mechanisms. The study of deep-sea micro-organisms is an 
important part of modern marine microorganism. In extreme environment, few 
deep-sea actinomycetes were found, with limited study on their taxonomy, physiology, 
genetics, ecology and adaptation mechanism because of slow growth and difficulties 
in separation, therefore, to find marine indigenous actinomycetes and study on their 
genetic and metabolic mechanism is of great significance. 
22 Streptomyces strains with high homology of 16S rDNA were isolated from 14 
deep-sea sediment samples, halophile test and cell fatty acid analysis suggested that 
they might a group of indigenous marine actinomyces. These streptomyces strains 
were classified to three clusters based on 16S rDNA phylogenetic tree, MLSA and 
BOX-PCR. The growth temperature range, culture characteristics, antibacterial 
activity were also tested, and a potential novel Streptomyces species was found among 
them.  
DNA sulfur modification was first found to be a kind of skeleton physical 
modification of DNA. and the sulfur-modified DNA of the strain suffered 
double-stranded cleavage at the modification sites during normal and pulsed-field gel 
electrophoresis (Dnd phenotype). Abundant analysis of marine environment DNA 
suggested that DNA sulfur modification was likely to widely exist in marine 
environment. We screened the actinomyces, including 86 actinomyces from deep-sea 
sediment and 157 actinomyces from mangroves soil, obtained 17 strains with the dnd 
gene and Dnd phenotypes. 16S rDNA showed that they belonged to nine species of 
the genus Streptomyces and one species of the genus Nocardia.  
Three strains（S. graminearus 2H31-7, S. xiamenensis 15N30-1, N. antarctica 
23H41-1）were selected based on dnd gene homology to clone the dnd gene clusters 
The analysis of these obtained clusters showed 84%, 97%,and 75% homology to the 















were also analysised.  
In this paper, the marine Streptomyces resources obtained before were studied in 
detail by phylogenesis technology, and a potential novel Streptomyces species was 
found among them. Additionally, the novel dnd gene clusters cloned from marine 
actinomycetes laied a good foundation for future DNA degradation phenomenon 
study of marine microorganism. 






















约 45 %是放线菌的代谢产物，据估计还有 1 万～3 万种微生物的代谢产物未明







归入细菌中。1968 年 Murray 提出原核生物界（Procaryotae）和真核生物界
（Eucaryotae）后，放线菌被划在了原核生物界。 
1987 年，Woese 通过对 500 多种生物的 16S rRNA 基因序列的系统发育学分
析，提出了著名的“三域学说”（Three Domains Theory），把整个生物界分成细
菌域（Bacteria）、古细菌域（Archaebacteria）和真核生物域（Eucarya）[3]。1990
年，Woese 等人又通过对 rRNA 和 RNA 聚合酶分子结构特征和序列比较发现核
苷酸的结构和序列比表型更能揭示生命的进化关系。由此确认了三域分类系统，
并将生物分类的 高等级命名为域（Domain）[4]。 
1997 年 Stackerbrandt 等人通过对 16S rRNA 基因序列分析，提出了放线菌纲
（Actinobacterineae）这一新的分类等级（图 1-1）并将放线菌纲分为 5 个亚纲：
醋微菌亚纲（Acidimicrobidae）、红细菌亚纲（Rubrobacteridae）、红蝽菌亚纲


















菌学手册》（Bergey's Manual of Systematic Bacteriology）第一版第四卷中，放线
菌的分类地位为细菌域、厚壁菌门、放线菌纲、放线菌亚纲、放线菌目。在 2001
年的《伯杰氏系统细菌学手册》第二版第一卷中，根据 16S rRNA 系统进化树的
拓扑结构，把高 G+C 含量的革兰氏阳性细菌确定为放线菌门。由此，放线菌的
分类地位为细菌域、放线菌门、放线菌纲、放线菌亚纲、放线菌目。迄今为止，
放线菌门共包括 6 个目，14 个亚目，39 个科，约 170 多个属[1]。  
1.1.2 放线菌系统分类学的研究历程 












固定，1956 年 Cummins 和 Harris 指出细胞化学组分可以作为鉴别特征对放线菌





们对生命的认识也从表观水平深入到核酸水平。Stackebrandt 和 Woese 根据 16S 
rRNA 基因序列相似性，DNA-rRNA 和 DNA-DNA 杂交结果，描绘了放线菌和其
它生物之间的系统发育树，这标志着放线菌分子分类时期的开始。分子分类

























生物分类和进化 理想的材料，但 16S rDNA 序列仅仅只是细菌基因组 DNA 的
小部分，且具有高度保守性，因而不适合单独用于亲缘关系较近的菌株的分类。 
蛋白编码基因可以方便地设计引物、均为单拷贝基因、无遗传连锁，且具有
比 16S rDNA 进化更快等优点，近十多年来，人们开始广泛使用这类基因作为系
统发育标记进行亲缘关系较近的菌株系统的发育分析，并逐渐形成了多基因位点




码基因包括 DNA 促旋酶编码基因 gyrB[8]、色氨酸合成酶的 β 亚基编码基因
trpB[9]、重组酶 A 编码基因 recA[10]、RNA 聚合酶的 β 亚基编码基因 rpoB[11]、
F0F1-ATP 合成酶的 β亚基编码基因 atpD[12]等。 
在对原核生物的一些类群进行系统发育分析的研究中，MLSA 被证明在研究
属以下分类单元中比 16S rDNA 更具优越性 [13-15]。在对 Streptococcus[14]、
Heliobacterium[16]、Staphylococcus [17]、Enterobacteriaceae[18]、Pseudomonas [19]、
Pasteurellaceae[20] 、 Aeromonas[21] 、 Corallococcus [22] 、 Mycobacterium[23] 、
Streptomyces[24]、Micromonospora[25]等类群的研究中，结果均显示这些蛋白编码





















及进化过程有相对保守性[27]。BOX-PCR 指纹图谱分析技术，是根据 BOX 插入
因子设计引物，扩增微生物基因组 DNA 的重复性片段，补充散布的重复序列，






的 微 生 物 基 因 组 的 不 同 有 所 差 异 ， 目 前 研 究 中 较 为 通 用 的 为 ：
5′-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3′[29]，其适用于大多数细菌、真菌及链霉
菌等微生物。目前已有报道使用BOX-PCR用于分类及多样性分析的细菌包括固
氮细菌 [30]、鼻疽杆菌（Burkholderia pseudomallei） [31]、荧光假单胞杆菌
（Pseudomonas fluorescens）和恶臭假单胞杆菌（Pseudomonas putida）[32]、伯克











































同时占有 1 /10～1 /3 的地球总生物量[43]。海洋环境与陆地环境存在极大的差异，









尚未发现 适生长在 pH 3.0 以下和 30％盐浓度的放线菌，也没有发现 适生长















早关于海洋放线菌的研究来源于 1984 年 Helmke 对海洋放线菌
Rhodococcus marinonascene 的描述[44]。有人对海洋放线菌的本土来源持怀疑态
度，认为海洋放线菌是由陆地放线菌以孢子形态转移到海洋并在分离前处于休眠
状态，Moran 等用链霉菌属特异性 16S rRNA 探针对沉积物样品进行了分析，否













的新属[47; 49; 50]。 
1.3 DNA 降解现象的研究进展 
1.3.1 DNA 硫修饰简介 




约 6kb 的片段[52; 53]。硫修饰基因（dnd 基因簇）被定位在一个长度为 92770bp 的


















1.3.2 DNA 硫修饰研究进展 
1988 年 Zhou 等首次报道了变铅青链霉菌（S. lividans 66）中 DNA 的硫修饰，
其基因组 DNA 在常规电泳及高压脉冲电泳过程中易被降解为 6kb 的片段（Dnd
表型）[51]。用 HEPES 缓冲液代替 Tris 缓冲液进行电泳或在电泳缓冲液中加入少
量的硫脲可以抑制 S. lividans 基因组 DNA 的降解[53; 54]。Zhou 等推测这是由于其
DNA 在体内经过某些修饰后成为了易受攻击的位点，在体外氧化条件下，遭到
具有核酸切割活性的在电泳过程中形成的Tris过酸的双链切割作用，使S. lividans
基因组 DNA 被切割成 6-10kb 的片段[53]。S. lividans 的 DNA 由于在体内经过某
种修饰而导致的 Dnd 现象引起人们极大的研究兴趣，然而很长时间内，对其修
饰的化学本质的了解却非常少。经过十几年的努力，Zhou et al（1999 年）在这
方面的研究终于有了初步的突破，他们发现在S. lividans的DNA中除了常见的C、
H、O、N 和 P 五种元素外，还含有第六种元素 S，正是其 DNA 的硫修饰才导致
了 S. lividans DNA 的降解现象。Dyson 和 Evans 进一步证实这种修饰优先修饰
DNA 双链上的鸟嘌呤残基[55]。 
对 Dnd 表型的分子遗传学研究基于 S. lividans 66 的一株突变株 ZX1，此突
变株发生了大片段染色体缺失突变，在电泳过程中，其基因组 DNA 丧失了 Dnd
表型[52]。之后的研究表明决定 Dnd 表型的 dnd 基因簇位于一个长度为 92770bp
的基因岛（GI）上，该区域的（G+C）%含量（67.8％）明显低于链霉菌（G+C）
%含量的平均值，表明此基因岛可能由外界水平转移获得， 近的报道推测各菌
株中的 GIS 可能来源于的 Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125 的染色体上
[56]。 
S. lividans 66 的 dnd 基因簇为 8kb，生物信息学分析揭示其含有 5 个成簇排
列的基因，被命名为 dndABCDE，后 4 个基因组成一个操纵子，与 dndA 转录方
向相反。Zhou 等对这些基因的功能进行了推测：1）DndA 蛋白与参与 tRNA 硫
修饰的具有半胱氨酸脱硫酶的活性的 IscS 蛋白具有高度的同源性，暗示了 DndA
可能是一个脱硫酶；2）DndC 与硫酸腺苷转移酶的同源区域形成了一个具有腺
苷化功能的结构域，同时还发现一个与腺苷化特异性相关的 P-loop，这一点与
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